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Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren in der Fluoreszenzmikroskopie, 
insbesondere der Laser Scanning Mikroskopie. 

Stand der Technik 

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskopie zur Untersuchung von 
b.ologischen Praparaten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit, Pawley, ..Handbook of 
biological confocal Microscopy"; Plenum Press 1995). Hierbei werden bestimmte 
Farbstoffe zur spezifischen Markierung von Geweben, Zelien oder von Zellteilen oder 
auch von Materialien verwendet. 

Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen die Farbstoffmolekule 
'durch die Absoption eines Photons aus dem Grundzustand in einen angeregten 
Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphotonen-Absorption bezeichnet 
(AbbUa). Die so angeregten Farbstoffmolekule konnen auf verschiedene Weise in 
den Grundzustand zuruck gelangen. In der Fluoreszenzmikroskopie ist der Dbergang 
unter Aussendung eines Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Wellenlange des 
emittierten Photons ist aufgrund der Stokesverschiebung im Vergleich zur 
Anregungsstrahlung generell rotverschoben, besitzt also eine groliere Wellenlange 
Die Stokesverschiebung ermoglicht die Trennung der Fluoreszenzstrahlung von der 
Anregungsstrahlung. 

In Abb. 1b ist eine Mehrphotonenanregung dargestellt. 

Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroitischen Strahlteilern in Kombination 
mit Blockfiltern von der Anregungsstrahlung abgespalten und getrennt beobachtet 
Dadurch ist die Darstellung einzelner, mit verschiedenen Farbstoffen eingefarbten 
Zellteilen, m6glich. Grundsatzlich konnen jedoch auch mehrere Teile eines 
Praparates gleichzeitig mit verschiedenen sich spezifisch anlagernden Farbstoffen 
eingefarbt werden (Mehrfachfluoreszenz). Zur Unterscheidung, der von den 
e.nzelnen Farbstoffen ausgesendeten Fluoreszenzsignale, werden wiederum 
spezielle dichroitische Strahlteiler verwendet. 

Der Stand der Technik soil im folgenden beispielhaft anhand eines konfokalen Laser- 
Scanning- Mikroskopes (LSM) eriautert werden (Abb. 2 ). 
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Bn LSM gliedert si ch kn weseritlichen in 4 Module: Liohtquelle, Scanmodul, 

ba T'? rt Mikr ° SK0P - DieSS M ° dUle Werden im ".her 
beschneben. Es wlrd zusatzllch auf DE19702753A1 verwiesen 

Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einem Priiparat wetfen 
.n e,nem LSM Laser mil verschiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die Wahl der 
Anregungswellenlange nchte, sich nach den Absorptionseigenschaften der zu 
umersuchenden Farbstoffe. Die Anregungsstrahiung wird im Lichtquellenmodu, 

xT, ?w T b k0mme " We * ei VeraCWede - Laser (Argon, Argon Krypton, 
T,Sa-Laser). Werterhin erfolgt , m Lichtquellenmodu, die Selektion der Welleniangen 
and d,e Einstellung der Intense der benotigten Anregungswellenlange, z.B. duroh 
den Einsatz eines akusto optischen Kristalls AnsohlieRend gelangt die 

sirr 9 ober eine Faser ^ eine h das 

Die in der Liohtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mlt Hilfe des Objektlvs (2) 
beugungsbegrenzt uber die Soanner, die Soanoptik und die Tubuslinse in das 
Praparatfokussiert. Der Fokus raster, punktfdrmig die Probe in x-y-Riohtung ab. Die 
P xelverwe,lzei»en beim Soannen Ober die Pnobe liegen meist im Bereioh von weniger 
als einer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 

Bel einer konfokalen Detektion (descanned Detection, des Fluoreszenzlich.es 
gelang, das Licht das aus der Fokusebene (Specimen, und aus den darDber- und 
darunted,egenden Ebenen emittier, wind, ober die Scanner auf einen dichroitischen 
Staler (MDB,. Dieser trenn, das Fluoreszenzlich, vom Anregungslicht 
AnschheUend wird das Fluoreszenzlicht auf eine Blende (konfokale Blende / Pinhole) 
fokuss,e rt , die sich genau In einer zur Fokusebene konjugierten Ebene befindet 
Dadurch werden Fluoreszenzlichtanteile aulJerhalb des Fokus untendrOckt. Durch 
Vaniren der Blendengrdfie kann die optische Auflosung des Mikraskops eingestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer dirchroitischer Blockfilter (EF) 
der nochmals die Anregungsstrahiung unterdriickt. Nach Passie ren des Blockers 
w,rd das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetektors (PMT) gemessen 
Be, yenvendung einer Mehrpho.onen-Absorp.ion erfolg. die Anregung der 
Farbstofffluoreszenz in einem klelnen Volumen an dem die Anregungsintensit* 
besondens hoch let Dieser Bereich ist nur unwesentlich grofter als der detektierte 
Bere,ch be, Verwendung einer konfokalen Anordnung. Der Einsatz einer konfokalen 
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Blende kann somlt entfallen und die Detektion kann direkt nach dem Objektiv 
erfolgen (non descannte Detektion). 

In einer weiteren Anordnung Z ur Detektion einer duroh Mehrphotonenabsorption 
angeregten Farbstofffluoreszenz erfolgt weiterhin eine descannte Detektion jedoch 
wird diesmal die Pupille des Objektives in die Detektionseinheit abgebildet 
(nichtkonfokal descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild wird durch beide 

Detektionsanordnungen in Verbindung mit der entsprechenden Einphotonen bzw 

Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) wiedergegeben, die sich 

m der Fokusebene des Objektivs befindet. Durch die Aufzeichnung mehrerer 

bptische Schnitte in der x-y Ebene in verschiedenen Tiefen z der Probe kann 

anschlieliend rechnergestutzt ein dreidimensionales Bild der Probe generiert werden 

Das LSM 1st somit zur Untersuchung von dicken Praparaten geeignet Die 

Anregungswellenlangen werden durch den verwendeten Farbstoff mit seinen 

spez,f,schen Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die Emissionseigenschaften 

des Farbstoffes abgestimmte dichroitische Filter stellen sicher, daft nur das vom 

jeweil.gen Farbstoff ausgesendete Fluoreszenzlicht vom Punktdetektor gemessen 
wird. 

In biomedizinischen Applikationen werden zur Zeit mehrere verschiedene Zellen Oder 
Zellreg.onen mit verschiedenen Farbstoffe gleichzeitig markiert (Multifluoreszenz) 
Die einzelnen Farbstoffe k6nnen mit den Stand der Technik entweder aufgrund 
versch.edener Absorptionseigenschaften Oder Emissionseigenschaften (Spektren) 
getrennt nachgewiesen werden. Dazu erfolgt eine zusatzliche Aufspaltung des 
Fluoreszenzlichts von mehreren Farbstoffen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und 
erne getrennte Detektion der einze.nen Farbstoffemissionen in getrennten 
Punktdetektoren (PMT x). Eine flexible Anpassung der Detektion und der Anregung 
an entsprechende neue Farbstoffeigenschaften durch den Anwender ist mit der oben 
beschnebenen Anordnung nicht moglich. Statt dessen mussen fur jeden (neuen) 
Farbstoff neue dichroitische Strahlteiler und Blockfilter kreiert werden. 
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Uberiagern s,ch die Emissionsspektren zweier Farbstoffe, so stolen die bisherigen 
Defek bonse.nnchtungen an ihre Grenzen. Um e,n Oberspreohen zwischen beiden 
Farbstoffen zu vermeiden, muli der spektrale Detektionsbereich eingesehrankt 
werden. Der Bereich in dem sich die beiden Farbstoffe uberiagern wird hie™ 
emfach hereusgeschnitten und nicht detektiert. Somit versohlechtert sich die Effizienz 
der Detektionseinheit. Ein gleiches Signal- zu Rauschverhaltnisses kann nur durch 
die Erhohung der Anregungsleistung erzielt werden, wodurch es zu einer 
Praparatschadigung kommen kann. Deshalb werden heutzutage maximal bis zu 6 
verschiedene Farbstoffsonden aimultan eingesatzt, da die Farbstoffe sonst aufgrund 
der sich stark Dberlagernden Emissionsbander nicht getrennt werden kdnnen. 

Bisher warden Farbstoffe so modifiziert, dali sie sich entweder in ihren 
'Absorpfonselgenschaften Oder in ihren Emissionseigensohaften voneinander 
unterscheiden. Fig 3 zeigt die Emissionsspektren von verschiedenen typischen 
Farbstoffen. Aufgetragen 1st das Emissionssignal in Abhangigkeit von der 
Wellenlange. Zu erkennen ist das sich die mil 1 bis 4 bezeichneten Farbstoffe in der 
Lege und der Form ihrer Emissionsspektren unterscheiden. Diese Farbstoffe sind 
iedooh in den moisten Failen toxisch fur LebendprSparete. Somit sind 
Untersuchungen zur Evolution von Zellverbanden in Lebendpraparaten unmoglich 
Ende der 90 er Jahre wurden in der Natur vorkommende Farbstoffe die 
sogenannten fluoreszierenden Proteine (GFP, YFP, CFP, TOPAS GFT RFP) 
entdeckt (Firma: Clnnatch i igq) 

In all den e.g. Systemen werden Fluoreszenzfarbstoffe zur spezifischen Markierung 
der Praparate eingesetzt 
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Im ZEISS Laser Scanning Mikroskop META wird die Fluoreszenz spektral 
aufgespa ,e, Dazu wird das Emissionsiich, im Seanmodu, cder im Mikroskop (J 
M***, n Absorption) mj , H||fe des Hauptfarbt9i , ere 

abgespaKen. E,n BiockschaKbild der nun folgenden De,ek,oreinhei, ,s« in Abb 5 

argeste ,t Das Lich, der Probe wird nun mi, Hi„e von einer abbiidenden Op^ 

be, konfokaier Detektion duroh eine Biende (Pinboie) PH fokusier,, woduroh 

Huoreszenz , die auSerhalb des Fokus entstand, untemrOck, wird. Bei einer 
n cb« d e nten DeteW|on enmn die Btende ^ ucht wjfd ^ 

w nke d,s P ers,ven Etemems Dl in seine Spektraianteiie zerieg,. A,s winkeidispersive 
Elemente kommen Pnsmen, Sitter und akusto optische Eiemente in Frage. Das vom 

d. spers.ven Eiement in seine spektraien Komponen,en au,gespa„e,e Licb. wird im 
Anscbiua au, einen Zeiiendetektor DE abgebilde,. Dieser Zei,ende,ek<or DE miT, 

rjsle S iSSi °r Si9nal " Abhan9i9teit VO " We " enlan3e U " d " *• in 
TuT JT T' kan " D *-*™**-t nocb e,n Linienfflter 

zur Unterdruekung der Anregungswellenlangen vorgesohaltet warden. 

Derdargesteilta Aufbau besohreib, im wesentlichen einen Cerny Turner Aufbau Bei 

e. ner konfokalen Detektion wird das Lion, L der Probe mft der Pinhoieoptik PO duroh 
eine M H ! M *~ nio "«— De.ektion im Faiie 

7Z,TTTT nMmn kan " *" Blende entfa " en - ° er erste abb « 
Spiegel S1 ko.l,m.ert das FluoreszenzHch,. AnsohlieBend trim das Lioh, auf ein 

0T0Z t b T?' SWeiSe ^ 6iner Unien2ah ' VO " 651 L '" te " P" - 

RieMu n 8 en,S » r ~ Welienlange in versohiedene 

Riohtungen. Dar zweite abbildende Spiegel S2 fokusier, die einzelnen spektra, 
a gespaitenen Weileni.ngenanteiie au, die entspreohenden Kanale des 
Ze endetektors DE. Besonders vorteilnaft is, der Einsatz eines Zeilen- 
Sekundareleku-onenverfielfaohers der Firms Hamamateu H7260. Der Detektor besiW 
32 Kanale und eine hohe Empflndliohkei,. Der freie Spektraibereioh der oben 
besohnebenen Ausfflbrungsform betrag, eh*a 350 nm. Der freie Spektraibere.ob wird 

L T r""" 9 gleiChma6ig dfe 32 Kanale des Ze„ende,ek,ors verteil, 
woduroh s,ch eine optisohe Aufl6sung von etwa 10 nm ergib,. Soml, is, diese 
Anordnung nur beding, zur Spektroskopie geeignet Jedooh is, ihr Einsatz in einem 
b,Wgebenden System vorteilhaft, da das Signal pro De,ek,ion s kana, aufgamd des 
reiabv bre„en de,ek,,er,en SpeWraibandes nooh re,a,iv groA is,. Eine Verschiebung 
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Durch die spektrale Aufspaitung dee Fluoreszenziichtes kann nach Erfassung der 

Spektren mrt Fluoreszenzanteilen mehrerer Marker durch eln unmixina" vJL 
eine g e,renn»e Edassung der Spektra.an.ei.e edoigen ( DE «, " 

Erfindung: 

ErfindungsgemaG is. nun erkann, worden, da B sioh die 2ah, der fur die 
Fluoreszenzmarkierung verwendeten Fluoreszenzmarker v„rri„ 

~ W erde nk ann,v. nn ;rr zz:rrr in9 

Rernform ais Referenzspekfren verwendet werden sondern 

kdnn h e^ er6n T eWren MiSCMOmien -*«**"- "-den. Diesa M,sch, om en 
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Weiterhin konnen derartige Mischzustande duroh eine Mischfarbe gekennzeichnet 
wechleT F ' U0reSZen2marker SSine Farbe bzw ' Anregungse.genschaf.en 

Derartige Mischungsverhaltnisse kannen auf versohiedene Weise erzeugt werden- 
Sie kdnnen in der Probe vorhanden sein, durch Bestrahlung der Probe erzeugt 
werden oder Ergebnis eines biologischen Prozesses sein, der durch eine 
Bestrahlung angeregt wird. 

Mischspektren kdnnen einen biologischen ProzeB charakterisieren, beispielsweise 
eine Konzentrationsandenjng, wobei ein erstes Spektrum einem geringeron 
Konzentrationszustand und mindestens ein weiteres Spektrum einem hoheron 
Konzentrationszustand entspricht. 

Mlttels der unterschiedlichen Referenzspekt ren werden Bildkanale definiert und 
entsprechend ausgewertet. Die Erzeugung derartiger Referenzen kann uber das 
gesamte Bild oder vorteilhaft uber 

mariderte . regions of interest" (ROI) erfolgen. Ober derartige ROI kann auch eine 
gez,elte Manipulation durch definierte Bestrahlung erfolgen. Es kann weiterhin in 
emer ersten Region eine Referenz bestimmt werden und in mindestens einer 
we,teren Region eine gezielte Bestrahlung und Messung durch Extrahierung von 
Mischspektren erfoigen. EineEntmischung und Darstellung der Spektren kann nach 
der B.ldaufnahme oderwahrend der Bildaufnahme erfolgen 
Uberraschend ergibt sich, datt neuartige Marker wie das fluoreszierende Protein 
Kaede, das sich bei Bestrahlung von grfln nach rot verfarbt (Lit Ando, R., Hama H 
Yamamoto-Hino, M., Mizuno. H„ and Miyawaki, A. (2002), An optical marker based" 
on the UV-induced green-to-red photoconverslon of a fluorescent protein PNAS 
99/20. 12651-12656, bei der Erfassung von oroanischen Voroangen, beispielsweise 
inter- und intrazellularer Voroflngeund zur Markierung einzelner Zellen bzw 
Zellpopulationen, eingesetzt und spektral detektiert werden kann 
Photokonvertierbare Farbstoffe, die dynamisch ihre Spektren aufgrund von 
'ntrazellularen Voroangen verandern bzw. Farbstoffe, die for FRET verwendet 
werden aber auch andere Indikatorfarbstoffe. kdnnen durch das erfindungsgemaUe 
verfahren vorteilhaft eingesetzt werden. 
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k6nnen ,n elner ze,lpopu,a,ion ' die mit dem ^ *»* -* ert 

ume-chiedliohe Zeilen Oder Zellgruppen unterschiediich iang mi, UV Oder vioiettem 

F t h ! k ° nVertfert WSrden - ° adUrCh Stelte " ** —hiedliche 
Famm,schvernaKnisse ein, die als Referenzspektren erfaS, warden Ansoh Jend 

als auch ganze Orgarasmen betreffen, wobei eine bestimmte 2e,lpopula,ion bestrahl, 

besummten B,ldkanalen zugewiesen und so verfblgt werden kann 

•Uber die RO, kann jewells ein Bereich ausgewahl, werden. Es kann aine Analyse 
von Trensportprozessan aufzellui.rem und subzeliuiarem Niveau edoigen. 

Best T h n0Ch FarbSt0ff VeWendet W6rden ' der « *«* 

Bes,rahung oder andere Einwirkungen in verschiedene Zustande versed wird die 

ubar Refaranzbildung eindeutig identifizierbar sind 

Auch ein unterschiedlicher Anstieg der Fluoreszenzintensita, wie bei PA-GFP 
<pho«oa tivierbares GFP, U. Patterson , G.H., and LippincO-Schwartz. J. (2002) A 

snsts; GF K for seieouve photobieachin9 ° f pmte,ns and * sci — 

297, 1873-1877) nach Anregung mi, violettem Lich, kann als Raferenz dienen 
Ba,m Ze,ss LSM META kannen ROIs direk, im Bild in,e ra k,iv definier, werde Der 

rrr? , Laser ** pixe,9enau an der Grenze d,ese *■ - 

ausgeschaltet. 

D^ays zw,schen den Aufnahmen ,es,ge,ag,. Au,oma,isch aingebunden werden 
konnen h,ar auch d,a Bestrahlungsparamater. die zur Verandarung dar 
Farbsweiganschaften durch FhCoaktivierung bzw. Photokonversion fiihran wie 
be,sp,e,swe,se Wiederhoiungsrate, Welieniange, intensM,, Position 
D» Auswertung kann nach dem Expadmen, oder online schon wahrend der 
Aufnahme erfolgen. urn direk, in den Ablauf des Experimen.es eingraifen zu kannen 
p' m "" eren <* ™ *» Zeitveriau, sowie die ZeKen von 

Photoaktivierangen und Konversionen werden angezeigt 

vonZe er ' aUbt ^ ~ e Sp6ktrUm d6r Emission ' baispiaisweise 

Ik^r T aSSe " dfe jeWei " 9en MiSChfom,en wahrend - Messung 
spaktral zu trennen und die entmischten Kanale anzuzeigen. 
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In Fig. 4 wind schematise dargestellt, wie unterschiedliche Bildkanaie CH1-CH3 
gabilde, werden . wobei wie dargestel|( i unterschiedl . che 8peWrale Mischvert( . 

" 3 a ' S Referenz ve ™endet und zur Bildauswertung herangezogen warden 
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Patentansprfiche 

1. 

Verfahren zur Huoreszenzmikroskopie. insbesondere mlt einem Laser-Scanning- 
Fluore t 6ine ZUmind6St teilWeiSe " °~*» 

dadurch gekennzeichnet, daft 

die Aumahme der Referenzspektren von zeNlich und / Oder spektra, verSnderlichen 
Farbstoffen und/ Oder Farbsfoffcombinafionen erf0|gt und ^ 



Verfahren naoh Anspruch 1 , zur Erfassung von organischan Vorgangen. 



3. 

Verfahren nach Anspruch 2, zur Erfassung intrazellularer 



VorgSnge. 




Verfahren nach Anspruch 2, zur Erfassung interzellularer Vorgange. 
5. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 - 4, zur Erfassung von 
Zellen und/oder Zellpopulationen. 

6. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren photokonvertierbarer Farbstoffe erfolgt. 

7. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 7, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren photoaktivierbarer Farbstoffe erfoigt. 

8. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 - 7, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Indikatorfarbstoffen erfolgt. 
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9. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 8, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Farbstoffen erfolgt, die dynamisch ihre Spektren aufgrund 
intrazellularen Vorgangen verandern . 



10. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 9, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von Farbstoffen bei unterschiedlichem Anstieg der 
Fluoreszenzintensitat erfolgt. 




11. 



(Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren vom fluoreszierenden Protein Kaede erfolgt. 



12. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, wobei eine Aufnahme von 
Referenzspektren von PA-GFP erfolgt. 
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Zusammenfassung 



Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere mit einem Laser-Scanning- 
M.kroskop, wobei eine zumindest teilweise spektral aufgeloste Detektion des 
Fluoreszenzspektrums erfolgt und Referenzspektren zur spektralen Entmischung 
herangezogen werden, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Aufnahme der Referenzspektren von zeitlich und / oder spektral veranderlichen 
Farbstoffen und/ oder Farbstoffkombinationen erfolgt und zur Bildauswertung dient 
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